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A jelentett pályázat címe: 
 
Prooxidáns és antioxidáns növényi gének a nem-gazda 
betegségrezisztenciában - funkció meghatározás géncsendesítéssel 
 
A kutatási téma - elméleti háttér és megvalósítandó célok  
 
A természetben a növényfajok sokféle fertızı ágenssel kerülnek kapcsolatba, de 
megbetegedésre nem kerül sor, hiszen a gazdanövény csak egy-két specifikus kórokozóval 
szemben fogékony, az össze többivel szemben azonban ellenálló: ez a nem-gazda 
rezisztencia, amely általában tünetmentes vagy lokális sejt/szöveti nekrotizációval 
(hiperszenzitív reakció, HR) jár. A nem-gazda rezisztencia a legáltalánosabb, leghatékonyabb, 
ill. a legtartósabb ellenállósági forma, ugyanis azt jelenti, hogy egy adott növényfaj 
valamennyi egyede rezisztens egy kórokozó összes rasszával szemben (Thordal-Christensen, 
2003; Mysore és Ryu, 2004; Oh et al., 2006). Ezzel szemben az ún. gazda rezisztenciánál csak 
egy adott növényfajta ellenálló-képességérıl van szó. Régóta ismert, hogy a gazda 
rezisztencia során az ún. reaktív oxigénszármazékok (ROS) vagy más néven prooxidánsok 
(pl. szuperoxid /O2.-/, hidrogén-peroxid /H2O2/) gyors felhalmozódása okozhatja a kórokozók 
elölését és/vagy HR-t, de a növényi antioxidáns kapacitás fokozódását is a szomszédos 
egészséges szövetekben (Levine et al., 1994; Lamb és Dixon, 1997; Grant és Loake, 2000; 
Torres et al., 2006, Király et al., 2007; Miller et al., 2009). A nem-gazda rezisztenciáról 
viszont keveset tudunk, mechanizmusa még egyáltalán nincs tisztázva. Amennyiben ez 
sikerül, úgy a nem-gazda rezisztencia a jövıben jelentısen hozzájárulhat az eredményesebb 
rezisztencia-nemesítéshez.  
 
A pályázat fı célja volt a prooxidáns/antioxidáns egyensúly nem-gazda rezisztenciában 
játszott szerepének jobb megismerése, többek között a közremőködı növényi gének 
expressziójának vizsgálata és tényleges funkciójuk tisztázása által.  
 
 
Nem-gazda rezisztencia vizsgálatok – az antioxidánsok szerepe 
 
A pályázati idıszak elsı évében megkezdtük a lokális nekrózissal járó nem-gazda 
rezisztencia vizsgálatát vírusfertızött Nicotiana edwardsonii és N. edwardsonii var. Columbia 
növényekben. A növényeket gazda-, ill. nem-gazda rezisztenciát kiváltó vírusokkal (dohány 
mozaik vírus, TMV és dohány nekrózis vírus, TNV) fertıztük. Korábbi kutatásaink szerint 
mindkét vírus lokális nekrotikus léziókat okoz az említett növényeken, de a 'Columbia' 
növények fokozottan rezisztensek, amely a kisebb léziószámban, ill. méretben és alacsonyabb 
vírustiterben is megnyilvánul (Cole et al., 2004; Király et al., 2006).  
 
A növényi kórokozók és abiotikus stresszek által elıidézett nekrotikus tünetek elleni 
rezisztencia egyik alapja a gazdanövény fokozott antioxidáns kapacitása (Mittler et al., 1999; 
Baltruschat et al., 2008). Ezt a hipotézist az MTA NKI-ban folyó régebbi kutatások az elsık 
között igazolták: egy nagy antioxidáns kapacitású dohány vonal ugyanis fokozott ellenálló 
képességet mutatott többféle, abiotikus és biotikus (patogének által indukált) stressz során 
kialakuló nekrotikus tüntetekkel szemben (Gullner et al., 1991; Barna et al., 2003).   
 
Az antioxidánsok nem-gazda rezisztenciában játszott szerepe alig ismert. Mellersh és 
munkatársai (2002) szerint egy lisztharmat gombával (Erysiphe cichoracearum) fertızött 






tehénborsóban egy antioxidáns enzim (kataláz) injektálása a levelekbe a nem-gazda 
rezisztencia részleges gátlását eredményezte. Saját, korábbi kutatásaink szerint N. 
edwardsonii és N. edwardsonii var. Columbia növényekben egy antioxidáns, ill. antioxidáns 
hatású enzimet kódoló gén (kataláz és alternatív-oxidáz, NgCAT1 és NtAOX1-2) expressziója 
viszont nem mutatott a nem-gazda vírus rezisztenciára specifikus változásokat (Künstler et 
al., 2007). 
  
Az enzimatikus antioxidánsok egy másik típusa, a glutation-S-transzferázok (GST) 
nem-gazda rezisztenciában játszott szerepére utal az a régebbi eredményünk, miszerint TNV-
fertızött dohányban a GST enzimaktivitás jelentısen megemelkedik (Gullner et al., 1995). 
Kíváncsiak voltunk arra, hogy a GST aktivitás mRNS-szinten is hasonló módon változik-e? 
Két, különbözı típusú GST fehérjét kódoló gén expressziója (NtGSTTau1 és NtGSTPhi) 
(Dean et al., 2005) a nem-gazda rezisztenciát kiváltó TNV-fertızés után kb. 20-24 órával 
erısen indukálódott a fokozottan rezisztens 'Columbia' növényekben (szemikvantitatív RT-
PCR módszerrel mérve). A kérdéses GST-gének nem-gazda rezisztenciához való 
hozzájárulása azonban csak részlegesnek tekinthetı, ugyanis 1/ az NtGSTTau1 és 
NtGSTPhi gének expresszióját gazda rezisztenciát kiváltó vírus (TMV) fertızésekor mérve 
közel ugyanazt az eredményt kaptuk, mint a TNV-re: erıs gén-indukció a fertızés után 20-24 
órával de csak a fokozottan gazda rezisztens 'Columbia' növényekben 2/  kontroll-inokulált - 
mechanikai stressznek kitett - növényekben a gén-indukció közel akkora volt, mint 
vírusfertızéskor (1. ábra). A TNV, ill. TMV fertızés után 2-5 nappal viszont már nem volt 
különbség az NtGSTTau1 és NtGSTPhi gének expressziójában a kétféle növénytípus között. 
Ez arra utal, hogy ezek a védekezéssel kapcsolatos gének a vírusfertızés elırehaladott 














1. ábra: Két glutation-S-transzferáz gén (NtGSTTau1 és NtGSTPhi) expresszió változásai HR-rel együtt járó 
nem-gazda és gazda rezisztenciánál, dohány nekrózis-, ill. dohány mozaik vírussal (TNV és TMV) fertızött N. 
edwardsonii (NE) és N. edwardsonii var. Columbia (NEC) növényekben, a vírusfertızés után különbözı 
idıpontokban. Mock = kontroll inokulált (mechanikai stressz). A génexpressziót szemikvantitatív RT-PCR-rel 
mértük, referenciának egy dohány aktin gén (NtAct) expresszióját tekintettük.  
 
Nem-gazda rezisztencia vizsgálatok – a prooxidánsok szerepe 
 
A pályázat egyik fı célja volt tisztázni a prooxidánsok (reaktív oxigénszármazékok) 
szerepét a nem-gazda rezisztenciában.  Korábbi eredményeink szerint, ha dohánylevelekre 
viszonylag alacsony koncentrációban (5-10 mM) permetezünk hidrogén-peroxidot, a 
növényeket immunizálni lehet nem-gazda rezisztenciát kiváltó, nekrotikus tüneteket elıidézı 
kórokozók fertızésével szemben is (Pseudomonas syringae pv. syringae, P. syringae pv. 
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A hidroxil gyök (OH.) lehetséges funkciója nem-gazda rezisztenciában 
 
A prooxidánsok nem-gazda rezisztenciában betöltött szerepének további tisztázásához 
elıször egy olyan N. edwardsonii x N. tabacum F1 fajhibridet állítottunk elı, amely a dohány 
szülıtıl származó lucerna ferritin transzgént (Deák et al., 1999) fejez ki. A ferritin fehérje - a 
szabad vas megkötése révén - képes a hidrogén-peroxidból keletkezı hidroxil gyök (OH.) 
termelıdését gátolni. Az F1 fajhibrid növényeket a korábban említett vírusokkal (TMV és 
TNV) fertıztük. A vírusfertızött F1 hibridekben nagyobb volt a nekrotikus léziók mérete, de 
ez elsısorban a TMV-fertızött növényekben volt szembetőnı (kb. háromszor akkora 
lézióméret, mint az N. edwardsonii-ban), míg a TNV-fertızött hibridnél a különbség csak 1,3 
-1,5-szeres volt (2. ábra). Ezek szerint a hidroxil gyök fontos komponense lehet mindkét 
rezisztenciaformának, de a gazda-típusú betegség ellenállóságban van inkább 
kulcsszerepe. A kérdés tisztázásához azonban szükséges lesz a két vírus replikációját is 














2. ábra: HR-rel együtt járó nem-gazda és gazda rezisztencia dohány nekrózis- és dohány mozaik vírussal (TNV 
és TMV) fertızött N. edwardsonii (NE) és N. edwardsonii x N. tabacum lucerna ferritin transzgént kifejezı F1 
fajhibrid (NE x NT FER) növényekben a vírusfertızések után 5 nappal.   
 
 
A szuperoxid (O2.-) szerepe Nicotiana fajok nem-gazda rezisztenciájában 
 
Kíváncsiak voltunk arra, hogy a hidroxil gyökön kívül van-e más prooxidánsnak is 
szerepe a N. edwardsonii nem-gazda rezisztenciájában? A szuperoxid (O2.-) általában 
abiotikus stresszek és fertızések hatására keletkezik nagyobb mennyiségben, és további 
reakciói során hidrogén-peroxid, ill. hidroxil gyök is felhalmozódhat. A kérdés 
megválaszolásához N. edwardsonii és N. edwardsonii var. Columbia növényeket fertıztünk 
árpalisztharmattal (Blumeria graminis f.sp. hordei). Ebben az esetben a nem-gazda 
rezisztencia tünetmentes, de a fertızött levelekben a szuperoxid -felhalmozódást nitro-blue-
tetrazolium (NBT) infiltrálásával (lásd Király et al., 2002) láthatóvá téve a 'Columbia' 
növények fokozottabb szuperoxid-felhalmozódást mutattak, a fertızés után már 1-2 
nappal. Érdekes, hogy az erıs szuperoxid-felhalmozódás már az egészséges 'Columbia' 
levelekben is látszott (3. ábra), ami arra enged következtetni, hogy a magas szuperoxid szint 
szerepet játszhat a 'Columbia' növények korábban általunk leírt, vírusfertızésekkel szembeni 























3. ábra: Szuperoxid (O2.-) detektálása egészséges (fertızetlen) N. edwardsonii (NE) és N. edwardsonii var. 
Columbia (NEC) növényekben és tünetmentes nem-gazda rezisztenciánál, árpalisztharmat (Blumeria graminis 
f.sp. hordei, A6) (Bgh) fertızés után két nappal A szuperoxid detektálásához 0,1 %-os nitroblue-tetrazolium 
(NBT) oldatot infiltráltunk a fertızött levelekbe (lásd Király et al., 2002).  
 
A szuperoxid és a nem-gazda rezisztencia összefüggéseinek további vizsgálatához a N. 
edwardsonii és N. edwardsonii var. Columbia növényeket a mindkét növényvonalban tünetes 
nem-gazda rezisztenciát (hiperszenzitív nekrózis, HR) kiváltó Pseudomonas syringae pv. 
tomato DC3000-el fertıztük. Ez a baktérium kórokozó (7x105 cfu/ml inokulum 
koncentrációnál) a Columbia fajhibridben az infiltrált levélzónán belül legfeljebb feleakkora 
léziókat okozott, és a baktériumszám a fertızést követı 48 órán belül is csak kb. 50 %-a volt a 
N. edwardsonii-ban mért értékeknek (4. ábra). Nagyobb inokulum koncentrációnál (7x108 
cfu/ml) viszont a Columbia növények fokozott rezisztenciája nem vagy csak kevésbé 
érvényesült. Feltételezhetı tehát, hogy a viszonylag magas endogén szuperoxid szint 
hozzájárul a Columbia növények fokozott nem-gazda rezisztenciájához. A mindkét 
növényben kompatibilis fertızést (normoszenzitív nekrózis) okozó Pseudomonas tabaci 
baktérium fertızésével szemben a Columbia növények szintén ellenállóbbnak bizonyultak 
(kb. 50 %-al kisebb nekrotizált terület az infiltrált levélzónában és 50 %-al kisebb 
baktériumszám), de szintén csak az alacsonyabb inokulum koncentrációnál (7x105 cfu/ml) (4. 
ábra). Eredményeink szerint tehát a Columbia növényekben található viszonylag nagy 
mennyiségő szuperoxid fontos tényezıje lehet az ún. alap (bazális) rezisztenciának, 
amely nem-gazda rezisztenciát és fogékonyságot kiváltó kórokozók fertızésekor 












4. ábra: A baktérium szaporodás idıbeni változása N. edwardsonii (NE) és N. edwardsonii var. Columbia 
(NEC) növényekben tünetes nem-gazda rezisztenciát (HR) kiváltó Pseudomonas syringae pv. tomato DC3000 és 
kompatibilis fertızést (normoszenzitív nekrózis) kiváltó Pseudomonas tabaci baktérium fertızésénél. Az 
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A szuperoxid (O2.-) szerepe gabonafélék (árpa, búza) nem-gazda rezisztenciájában 
 
 Árpanövények búzalisztharmattal (B. graminis f.sp. tritici) szembeni nem-gazda 
rezisztenciája során nem alakulnak ki szabad szemmel látható tünetek. Korábbi 
elıkísérleteink eredményei arra utalnak, hogy a tünetmentes nem-gazda rezisztencia egyik 
oka árpában is a prooxidánsok felhalmozódása lehet: ha antioxidáns enzimeket (szuperoxid-
dizmutáz és kataláz) infiltráltunk a fertızött levelekbe, esetenként kialakultak a fogékony 
gazda-kórokozó kapcsolatra jellemzı lisztharmatos tünetek (Fodor, Hafez, Künstler és Király, 
publikálatlan eredmények). A prooxidánsok szerepére utaltak a gazda rezisztenciával 
kapcsolatos korábbi eredményeink is: árpában az endogén hidrogén-peroxid szint növelése 
rezisztenciát eredményez az árpalisztharmattal szemben (Hafez és Király, 2003; Király et al., 
2004). Mivel a szuperoxid egy olyan prooxidáns, melynek reakcióiból hidrogén-peroxid, ill. 
hidroxil gyök is keletkezhet, kézenfekvı volt, hogy ennek a vegyületnek a nem-gazda 
rezisztenciában játszott szerepét is megvizsgáljuk árpában, ill. más gabonafélékben.  
 
A szuperoxid-termelés gabonafélék nem-gazda rezisztenciájában játszott szerepét 
vizsgálva elıször árpát (cv. Ingrid, Mla) fertıztünk árpalisztharmattal (gazda rezisztencia) és 
búzalisztharmattal (nem-gazda rezisztencia). Búzalisztharmat-fertızésnél a szuperoxid-
felhalmozódás NBT festéssel detektálva már 1 nappal a fertızés után jelentkezett, míg az 
árpalisztharmat-fertızésnél csak kb. 24 órával késıbb (5. ábra). A fogékony (kompatibilis) 


















5. ábra: Szuperoxid (O2.-) detektálása gazda- és nem-gazda rezisztenciánál, árpában (cv. Ingrid Mla), a fertızés 
után egy és két nappal. Az árpalisztharmat (Blumeria graminis f.sp. hordei, A6) fertızés gazda rezisztenciát 
(HR), míg a búzalisztharmat (Blumeria graminis f.sp. tritici, magyar izolátum) tünetmentes nem-gazda 
rezisztenciát eredményezett. A szuperoxid detektálásához 0,1 %-os nitroblue-tetrazolium (NBT) oldatot 
infiltráltunk a fertızött levelekbe (lásd Király et al., 2002). 
 
Kíváncsiak voltunk arra, hogy a fokozott korai szuperoxid-felhalmozódás, mint az 
árpa tünetmentes nem-gazda rezisztenciájának egyik feltételezhetı komponense 
megfigyelhetı-e más kórokozók fertızésénél is? A továbbiakban árpát (cv. Ingrid) fertıztünk 
árparozsdával (Puccinia hordei, gazda rezisztencia) és búzarozsdával (Puccinia triticina, 
nem-gazda rezisztencia). A lisztharmat-fertızéses kísérleteinkhez hasonlóan, búzarozsda-
fertızésnél a szuperoxid-felhalmozódás már 1 nappal a fertızés után jelentkezett, míg az 






árparozsda-fertızésnél csak kb. 24 órával késıbb. A fogékony (kompatibilis) árpa/árparozsda 
kapcsolatban szuperoxid-felhalmozódást nem tapasztaltunk.  
 
Annak további tisztázásához, hogy a szuperoxid-termelés meghatározó szerepet 
játszhat-e egy másik gabonaféle tünetmentes nem-gazda rezisztenciájában is, búzanövényeket 
fertıztünk búzarozsdával (Puccinia triticina, gazda rezisztencia), zabrozsdával (P. coronata 
f.sp. avenae, nem-gazda rezisztencia) és árparozsdával (P. hordei, nem-gazda rezisztencia). A 
korábbi, árpán végzett fertızéses kísérleteinkhez hasonlóan, zabrozsdával és árparozsdával 
fertızött búzában a szuperoxid-felhalmozódás már 2, ill. 3 nappal a fertızés után jelentkezett, 
míg a búzarozsda-fertızésnél csak 4 nappal a fertızés után. A fogékony (kompatibilis) 




















6. ábra: Szuperoxid (O2.-) detektálása gazda- és nem-gazda rezisztenciánál, búzában, a fertızés után egy, két és 
négy nappal. E = egészséges növény; F = fogékonyságot eredményezı búzarozsda (Puccinia triticina) fertızés; 
R = gazda rezisztenciát (HR) eredményezı búzarozsda fertızés; non-host = tünetmentes nem-gazda rezisztenciát 
eredményezı zabrozsda (P. coronata f.sp. avenae) fertızés. A szuperoxid detektálásához 0,1 %-os nitroblue-
tetrazolium (NBT) oldatot infiltráltunk a fertızött levelekbe (lásd Király et al., 2002). 
 
A fent említett kísérleteink eredményei alapján tehát a fogékony (kompatibilis) 
gazda/patogén kapcsolatokban nincs szuperoxid-felhalmozódás, a gazda- rezisztenciát mutató 
kombinációkban van szuperoxid-képzıdés ill. akkumuláció, és a nem-gazda rezisztenciát 
mutató kombinációkban, amelyek tünetmentesek (nincs HR) szintén van, de általában 
korábban észlelhetı a felhalmozódás (8. ábra). Feltételezhetı, hogy a korai szuperoxid-
felhalmozódás az oka a nem-gazda ellenálló képességnek és az ezzel együtt járó 
tünetmentességnek. A gazda rezisztencia esetében késıbben halmozódnak fel a reaktív 
oxigénfajták, és ez lehet az oka a rendszerint megjelenı lokális sejt/szöveti nekrotizációnak 
(HR), amely sokszor jellemzıje ennek az ellenállósági formának. A fogékony gazda/patogén 
pároknál a kórokozók gátlás nélkül fejlıdhetnek, hiszen nem képzıdik szuperoxid, és így a 
tipikus tünetekkel járó betegség kifejlıdhet. Amennyiben a szuperoxid-képzıdés valóban oka 
a kétféle rezisztenciának, akkor a szuperoxid-akkumuláció gátlása mérsékelheti vagy meg is 
szüntetheti az ellenállóképességet. Erre utal az a korábban már említett eredményünk, hogy ha 
antioxidáns enzimeket (szuperoxid-dizmutáz és kataláz) infiltráltunk lisztharmattal fertızött 






árpalevelekbe, esetenként kialakultak a fogékony gazda-kórokozó kapcsolatra jellemzı 
lisztharmatos tünetek.  
 
A szuperoxid (O2.-) felhalmozódásához köthetı génexpressziós változások nem-gazda 
rezisztenciát kifejezı növényekben 
 
Kíváncsiak voltunk arra is, hogy a nem-gazda rezisztencia során tapasztalható 
fokozott, korai szuperoxid-felhalmozódás milyen génexpressziós változásokra vezethetı 
vissza?  A kórfolyamatokkal kapcsolatos szuperoxid termelésért növényekben elsısorban a 
NADPH-oxidázok felelısek (Torres et al., 2006, Király et al., 2007; Miller et al., 2009). 
Valós idejő RT-PCR-rel mérve azonban egyik esetben sem változott meg egy általunk 
vizsgált árpa NADPH-oxidáz gén expressziója lisztharmat fertızés hatására.  A szuperoxidot 
általában a szuperoxid-dizmutázok (SOD) konvertálják hidrogén-peroxiddá (Mittler, 2002). 
Eredményeink szerint lisztharmat-fertızött árpában egy szekvenciája alapján feltételezhetıen 
SOD gén expressziója jellegzetes eltérést mutatott a gazda rezisztencia, ill. nem-gazda 
rezisztencia eseteiben. Ha az árpát saját lisztharmatgombájával fertıztük (gazda rezisztencia), 
a SOD génexpresszió fokozódott a fertızés után, és tartósan így is maradt. Nem-gazda 
rezisztenciánál (árpa/búzalisztharmat) viszont a SOD gén expressziója a szuperoxid 
megjelenésével nagyjából egy idıben - a fertızés után 24 órával – de csak átmenetileg 
emelkedett meg jelentısebben.  Késıbb az expresszió visszaesett az eredeti szintre, 
feltehetıen azért, mert a patogén korán elhalt (7. ábra). Feltételezhetı, hogy a sejt- és szöveti 
nekrotizáció (HR) hiánya ennél a rezisztencia-formánál ezzel a jelenséggel is összefügg. A 
BAX-inhibitor 1 gén expressziója az említett SOD génhez hasonló változást mutatott: az 
expresszió a nem-gazda rezisztens árpa/búzalisztharmat kombinációban a szuperoxid 
megjelenésével egy idıben, de csak átmenetileg fokozódott (7. ábra). A BAX-inhibitor 1 
génnek, ill. fehérje-termékének hatása abban nyilvánul meg, hogy a programozott sejthalált 
(pl. a HR-t) gátolja (Hückelhoven, 2004; Watanabe és Lam, 2006). Mivel a nem-gazda 
rezisztenciát általában a HR hiánya jellemzi, feltételezhetı, hogy a búzalisztharmat fertızést 
követı 24 óra után a BAX-inhibitor 1 génexpresszió csökkenése is ezzel függ össze.   
 
Érdekes, hogy egyes antioxidáns (GST) gének fokozott, korai expressziója a 
szuperoxidot egészségesen is felhalmozó N. edwardsonii var. Columbia növényekben a HR-
rel együtt járó nem-gazda rezisztenciához köthetı (lásd a korábban ismertetett eredményeket). 
Ezek szerint a nem-gazda rezisztencia mechanizmusának egyik kulcslépése lehet az 














7. ábra: Egy antioxidáns (SOD) és egy programozott sejthalál-gátlást meghatározó gén (BAX-inhibitor 1) 
expressziójának változása gazda- és nem-gazda rezisztenciánál, árpában (cv. Ingrid Mla), a fertızést követı 







































búzalisztharmat (B. graminis f.sp.tritici, magyar izolátum) tünetmentes nem-gazda rezisztenciát eredményezett. 
A génexpressziót valós idejő RT-PCR-rel mértük.  1 = a fertızés után 0 órával detektált génexpresszió. Kontrol 
= egészséges (fertızetlen) növények. Host = gazda rezisztencia. Non-host = nem-gazda rezisztencia. 
 
  
A gazda- és nem-gazda rezisztencia mechanizmusának összefüggései - rezisztencia 
gén(ek) funkcionális vizsgálata 
  
Mind Nicotiana edwardsoni-ban, mind a Nicotiana nemzetség más fajaiban is a TMV-
vel, ill. TNV-vel szembeni gazda-, ill. nem-gazda rezisztencia végeredménye a fertızési 
helyeken kialakuló lokális nekrotikus léziók (HR) megjelenése. Régóta ismert, hogy ezekben 
a növényekben a TMV-vel szembeni gazda rezisztenciáért általában az N gén a felelıs 
(Holmes, 1938; Whitham et al., 1994). A TNV-vel szemben ható rezisztencia gént/géneket 
viszont még nem azonosították. Felmerül a kérdés, hogy az N gén csendesítése hogyan 
befolyásolja a más, TMV-vel nem rokon vírusokkal (pl. TNV) szembeni nem-gazda 
rezisztenciát N. edwardsonii-ban?  
 
Az N rezisztencia gén csendesítésének hatása a TMV-vel szembeni gazda rezisztenciára 
 
A kérdés megválaszolásához egy külföldi csoporttal (Jim Schoelz kutatócsoportja, 
University of Missouri, USA) együttmőködve az N gén 1. exonjára tervezett hairpin 
konstrukciót kifejezı transzgenikus N. edwardsonii növények vírus rezisztenciáját vizsgáltuk. 
Az említett transzgén-konstrukció révén a növények egy részében az N gén csendesítve van, 
ezért a TMV-vel szembeni gazda rezisztencia láthatóan sérül (késıbb megjelenı, kisebb és 
jóval kevesebb léziók) (8. ábra), bár a TMV titer - ELISA módszerrel mérve - nem változik a 
vadtípusú növényekhez képest (Balaji et al., 2007; saját vizsgálataink). A külföldi partnerrel 
együtt azonban azt is kimutattuk, hogy az N gén-csendesített N. edwardsonii növények nagy 
részében a redukált lézió képzés valóban együtt jár a TMV-rezisztencia sérülésével, ugyanis 
1/ fokozódik a sejtrıl-sejtre történı vírus terjedés mértéke az inokulált levelekben. A zöld 
fluoreszcens fehérje génjét kifejezı TMV konstrukcióval (TMV-30B-GFP) fertızött N gén-
csendesített növényekben a vírus terjedés mértékét jelzı zöld fluoreszcencia (UV fényben 
detektálva) jóval erısebb volt, mint a vad típusú növényekben 2/ az N gén csendesítésének 
hatására a TMV-fertızésre jellemzı szisztemikus nekrózis (Cole et al., 2004) kb. 3-5 nappal 
korábban jelentkezett, mint a vad típusú N. edwardsonii-ban (8. ábra). Ezek az eredmények 
tehát arra utalnak, hogy az N gén csendesítése valóban csökkentette a TMV-vel szembeni 













8. ábra: HR-rel együtt járó gazda rezisztencia látható sérülése dohány mozaik vírus (TMV) fertızés után 5 és 9 
nappal, N gén-csendesített transzgenikus N. edwardsonii inokulált (fekete háttér), ill. szisztemikus (világoskék 
háttér) leveleiben.  








Az N rezisztencia gén csendesítésének nem várt hatása a TNV-vel szembeni nem-gazda 
rezisztenciára 
 
Eredményeink szerint az N gén-csendesített N. edwardsonii növényekben a TMV-vel 
nem rokon TNV-vel fertızve a vad típushoz képest szintén kisebb és jóval kevesebb lokális 
nekrotikus lézió képzıdik (gyakran tünetmentesség tapasztalható) (9. ábra). Annak 
tisztázására, hogy a kevesebb lézió a nem-gazda vírusrezisztencia csökkenését vagy 
ellenkezıleg, fokozódását jelzi, a TNV koncentrációt szemikvantitatív RT-PCR-rel vizsgáltuk 
az inokulált és szisztemikus levelekben.  
 
Az elsı (2007-es) elıkísérletekben a TNV köpenyfehérje gén kódoló régiójára 
tervezett degenerált primerpárt használva az eredmények nem voltak egyértelmőek. A TNV-
vel inokulált levelekben az N gén-csendesített N. edwardsonii minták kb. felénél a csökkent 
lézióképzés együtt járt a víruskoncentráció enyhe emelkedésével, de késıbb ezt nem sikerült 
reprodukálni. A kérdés tisztázásához szekvenáltuk a degenerált primerpár által amplifikált 
TNV génszakaszt majd ez alapján terveztünk egy új, a templátnak pontosan megfelelı 
primerpárt. A TNV titert az új primerpár segítségével, szemikvantitatív RT-PCR-rel mérve a 
víruskoncentráció valamennyi N gén-csendesített N. edwardsonii mintában (inokulált levelek, 
6 nappal a fertızés után) a vad típusban mértnek csupán töredéke volt. A szisztemikus 
levelekben (21 nappal a fertızés után) a TNV egyáltalán nem volt detektálható, se a vad 
típusú, se az N gén-csendesített növényekben. Az eredményeket kvantitatív (valós idejő) RT-




















9. ábra: HR-rel együtt járó nem-gazda rezisztencia fokozódása N gén-csendesített transzgenikus N. edwardsonii 
növényekben. Felsı kép (fekete háttér): tünetek az inokulált levelekben a dohány nekrózis vírus (TNV) fertızés 
után 6 nappal. Alsó kép: a TNV titer alakulása vad típusú (NE) és N gén-csendesített transzgenikus N. 
edwardsonii inokulált és szisztemikus leveleiben, a vírusfertızés után 6, ill. 21 nappal. A TNV titert a vírus 
köpenyfehérje génjének (TNV-CP) relatív expressziója fejezi ki (valós idejő RT-PCR-rel mérve). 1000 = a 
vadtípusban detektált génexpresszió (2 növény átlagából).  
 






Annak tisztázására, hogy a transzgenikus N. edwardsonii növényekben a TNV fertızés 
visszaszorulása az N gén csendesítésének következménye-e, valós idejő RT-PCR-rel mértük 
az N gén expresszióját az inokulált levelekben 6 nappal a TNV fertızés után, ill. a 
szisztemikus levelekben 21 nappal a TNV fertızés után, a külföldi partnerünk által publikált 
módszer szerint (Balaji et al., 2007). Mind az inokulált, mind a szisztemikus levelekben az N 
gén expressziójának jelentıs csökkenését detektáltuk a vadtípusú növényekhez képest (10. 
ábra). Mindez arra utal, hogy a TNV titer csökkenése az N gén csendesítése által beindított 
















10. ábra: Az N gén expressziója vad típusú (NE) és N gén-csendesített transzgenikus N. edwardsonii inokulált 
és szisztemikus leveleiben, a dohány nekrózis vírus (TNV) fertızés után 6, ill. 21 nappal.  Valós idejő RT-PCR. 
100 = a vadtípusban detektált génexpresszió (2 növény átlagából).  
 
Eredményeink szerint tehát N. edwardsonii-ban az N gén csendesítésének hatására 
a TNV-vel szembeni nem-gazda rezisztencia fokozódott. Ezek szerint egy TMV ellen ható 
vírus rezisztencia gén (N) terméke egy nem rokon vírus (TNV) fertızésekor fogékonysági 
faktorként hathat. Korábbi vizsgálatok alapján azonban ismert, hogy a N. edwardsonii-ban 
található N gén szekvenciája 9 nukleotidnál mutat eltérést a Whitham et al. (1994) által 
elsıként publikált dohány szekvenciától és ezekbıl 2 pontmutáció eredményezi az aminosav 
szekvencia megváltozását (Cole et al., 2004). Elképzelhetı tehát, hogy az N gén által kódolt 
fehérje N. edwardsonii-ban mőködı változata a TMV-vel szemben rezisztenciát határoz meg, 
míg egy másik vírus, a TNV esetén fogékonysági faktorként hat. Jelenleg természetesen nem 
kizárható az sem, hogy ezt a faktort egy az N génnel rokon gén kódolja, hiszen egy adott gén 
csendesítése a vele legalább 80 %-ban homológ szekvenciájú rokon gének mőködését is 
gátolja (Baulcombe, 1999). Erre utalnak külföldi partnerünk eredményei: egy az N génnel 83 
%-ban homológ N. edwardsonii szekvencia csendesítésével is sérül a TMV-vel szembeni 
gazda rezisztencia (Balaji et al., 2007): akár ez vagy egy hasonló N gén-homológ is 
kódolhatja a TNV fogékonysági faktort. 
 
Elıkísérleteket kezdtünk vad típusú és a dohány-eredető N gént kifejezı transzgenikus 
N. benthamiana-ban: arra vagyunk kíváncsiak, hogy ezekben a növényekben a TNV fertızés 
kimenetelét hogyan befolyásolja a kérdéses N gén fehérjeterméke? Jelenlegi ismereteink 
szerint a TNV csak a N. benthamiana-t képes szisztemikusan megfertızni (Molnár et al., 
1997).  Az általunk használt TNV törzs (E) mind a vadtípusú, mind az N génre transzgenikus 
növényeken szisztemikus nekrózist okoz, de a tünetek a transzgenikus növényeken korábban 
jelennek meg, ill. jóval kifejezettebbek.  Ezek szerint a dohány-eredető N gén fehérjeterméke 
N. benthamiana-ban valóban a TNV fertızés fogékonysági faktora lehet. A kérdés 






megválaszolásához szükséges lesz a TNV titer mérése is: ezek a vizsgálatok jelenleg 
folyamatban vannak. 
 
Az N rezisztencia gén csendesítése fokozza a TNV-vel szembeni nem-gazda rezisztenciát, de 
nem a védekezési gének indukcióján keresztül 
 
Kíváncsiak voltunk arra, hogy az N gén-csendesített N. edwardsonii-ban a TNV-vel 
szembeni nem-gazda rezisztencia erısödése együtt jár-e egyes védekezési gének fokozott 
indukciójával? Egy patogenezissel kapcsolatos és a szalicilsav glikozilálás kulcsenzimjét 
kódoló gén (NgPR1 és NtSGT) expresszióját vizsgáltuk a vadtípusú és N-gén csendesített 
növényekben, az inokulált levelekben 6 nappal a TNV fertızés után, ill. a szisztemikus 
levelekben 21 nappal a TNV fertızés után. A két védekezési gén expressziója az N gén-
csendesített növényekben a TNV fertızést követıen kb. ugyanolyan mértékben vagy kevésbé 
indukálódott, mint a vadtípusban (11. ábra). Ezek szerint az N gén-csendesítés hatására N. 
edwardsonii-ban kialakuló, TNV-vel szembeni fokozott nem-gazda rezisztenciában nincs 
szerepe a védekezési gének emelt szintő indukciójának.  
 
A fentiek alapján TNV fertızésnél a HR-t kiváltó, fokozott nem-gazda rezisztencia 
oka valószínőleg az N. edwardsonii-ban található N gén vagy egy homológja által kódolt 
fogékonysági faktor(ok) hiánya és nem a védekezési rendszer „felpörgetése”. A pontos 
válaszhoz azonban szükséges a kérdéses védekezési gének expresszióját egészséges 












11. ábra: Védekezési gének (NgPR1 és NtSGT) expressziója vad típusú (NE) és N gén-csendesített 
transzgenikus N. edwardsonii inokulált és szisztemikus leveleiben, a dohány nekrózis vírus (TNV) fertızés után 
6, ill. 21 nappal.  Valós idejő RT-PCR. 100 = a vadtípusban detektált génexpresszió (2 növény átlagából).  
 
 
A kutatási téma további lehetséges irányai, a kutatási eredmények hasznosításának 
lehetıségei 
 
A széleskörő kutatások ellenére ma is vitatott kérdés, hogy közvetlenül mi gátolja 
olyan hatásosan a kórokozókat a nem-gazda rezisztenciát mutató növényekben? Pályázatunk 
eredményei szerint a nem-gazda rezisztencia egyik kulcsfontosságú oka a prooxidánsok – 
elsısorban a szuperoxid – felhalmozódása lehet. A nem-gazda ellenálló képességhez 
hasonlóan korai és gyors lefolyású a gazda rezisztencia egyik speciális formája, az ún. extrém 
rezisztencia is, amely tünetmentes és elsısorban vírusfertızések ellen hat (Bendahmane et al., 
1999; Hajimorad et al., 2006). A jelen pályázat kutatói közül ketten is részt vesznek egy, az 
MTA NKI-ban futó újabb OTKA pályázatban, melynek fı célja a prooxidánsok extrém 
rezisztenciában játszott szerepének feltárása.  
 






Pályázatunk eredményei arra is rámutatnak, hogy egy adott kórokozó ellen ható 
rezisztencia gén terméke egy másik kórokozó fertızésekor pontosan ellenkezı hatást válthat 
ki, fogékonysági faktorként hathat. Az N gén-csendesítésének hatásaival kapcsolatos 
munkánk távolabbi célja a vírusfertızésekkel kapcsolatos nem-gazda rezisztencia 
mechanizmusának alaposabb feltárása egy potenciális - az N génnel rokon - TNV 
fogékonyságot elısegítı gén(ek) azonosítása és jellemzése által. Ezt a munkát a továbbiakban 
is a fent említett külföldi együttmőködı partnerrel (Jim Schoelz kutatócsoportja, University of 
Missouri, USA) közösen tervezzük kivitelezni. A vírusokkal szembeni nem-gazda 
rezisztenciát befolyásoló gének azonosítása/jellemzése a jövı rezisztencia-nemesítését teheti 
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